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RESUMO

Introducdo: Conforme os tratamentos oncoldgicos se desenvolvem, hd um positivo
aumento na taxa de sobrevivéncia de mulheres. Porém, as cirurgias e formas terapéuticas
como quimio e radioterapia podem ter efeitos gonadotdxicos que pode impactar na
fertilidade dessas pacientes, um exemplo comum é a faléncia ovariana. O avanco recente
das técnicas de reproducdo humana assistida (RHA), principalmente relacionadas a novas
técnicas e protocolos de criopreservacdo ampliaram as possibilidades de preservacao e
manutencdo da funcionalidade do ovério e fertilidade, previamente ao tratamento
oncologico. Objetivo: Apresentar dados sobre os diferentes métodos de criopreservagdo
de gametas aplicaveis em pacientes oncoldgicas do sexo feminino, comparando sua
aplicabilidade e efetividade em diferentes casos, discorrendo sobre suas limitacGes e
vantagens. Materiais e métodos: Foram selecionados artigos publicados entre os anos
de 2016 a 2021 para a revisao e comparacdo da efetividade dos diferentes métodos e suas
aplicabilidades. Resultados: Apesar de a criopreservacdo de embrides e odcitos serem
métodos bem estabelecidos, com 95% de sobrevida, o primeiro apresenta limitagdes,
como a necessidade de um parceiro pré-existente ou doagdo de espermatozoides, levando
ao adiamento do inicio do tratamento radio ou quimioterapico devido a necessidade de
estimulagdo prévia com gonadotrofinas. J& a criopreservacéo de tecido ovariano (CTO),
ainda é experimental, onde 83% do tecido foi preservado independente da técnica de
congelamento e ndo necessita de qualquer estimulo hormonal, sendo que dessa forma nao
ha o adiamento do tratamento. Porém, a CTO € limitada por necessitar de cirurgia para a
retirada do material e implica no transplante em tecido ovariano remanescente, além de
ter o risco de existéncia de células tumorais no tecido criopreservado e do fato de nédo
poder ser realizada ap6s 0s 38 anos. Apos coletados, embrides, odcitos e tecido ovariano
também passam pelo processo de vitrificagdo ou congelamento lento, e a capacidade
desses tecidos em apresentar boa qualidade pds-descongelamento para autotransplante e
restauracdo de sua funcdo e desenvolvimento folicular também é importante para
possibilitar entdo um futuro tratamento da infertilidade. Concluséo: A criopreservacao
nessas pacientes torna possivel a preservacdo da fertilidade ap06s o tratamento oncoldgico,
mas o tipo de procedimento deve ser discutido de acordo com a gravidade do caso clinico
em que a mulher se encontra, tanto quanto sua idade e capacidade fisiologica.

Palavras-chave:Criopreservacdo de gametas, cancer, ovario, reproducdo humana
assistida.

ABSTRACT

Introduction: As cancer treatments develop, there is a positive increase in the survival rate
of women. However, surgeries and therapeutic forms such as chemo and radiotherapy can
have gonadotoxic effects that can impact the fertility of these patients, a common example
is ovarian failure. Recent advances in assisted human reproduction (AHR) techniques,
mainly related to new techniques and cryopreservation protocols have expanded the
possibilities of preserving and maintaining ovarian functionality and fertility prior to
oncologic treatment. Objective: To present data on the different methods of gamete
cryopreservation applicable in female oncologic patients, comparing their applicability
and effectiveness in different cases, discussing their limitations and advantages. Materials
and methods: Articles published between the years 2016 to 2021 were selected for the
review and comparison of the effectiveness of different methods and their applicability.
Results: Although embryo and oocyte cryopreservation are well-established methods,
with 95% survival rates, the former presents limitations, such as the need for a pre-
existing partner or sperm donation, leading to the postponement of the start of radio or
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chemotherapy treatment due to the need for prior stimulation with gonadotropins. The
cryopreservation of ovarian tissue (CTO), on the other hand, is still experimental, where
83% of the tissue was preserved regardless of the freezing technique and does not require
any hormonal stimulation, and thus there is no postponement of treatment. However,
CTO is limited because it requires surgery to remove the material and implies
transplantation into remaining ovarian tissue, besides the risk of tumor cells in the
cryopreserved tissue and the fact that it cannot be performed after the age of 38. After
collection, embryos, oocytes and ovarian tissue also undergo the process of vitrification
or slow freezing, and the ability of these tissues to present good quality post-thawing for
autotransplantation and restoration of its function and follicular development is also
important to enable then a future treatment of infertility. Conclusion: Cryopreservation in
these patients makes it possible to preserve fertility after oncologic treatment, but the type
of procedure should be discussed according to the severity of the clinical case in which
the woman finds herself, as well as her age and physiological capacity.

Keywords:Cryopreservation of gametes, cancer, ovarian, assisted human reproduction.

1 OBJETIVOS

O objetivo desta revisdo foi fornecer uma sintese atual e abrangente de
informacBes sobre as diferentes técnicas de criopreservacdo e suas respectivas
capacidades de preservacdo da fertilidade de acordo com o quadro e caracteristicas da

paciente.

2 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi configurada em uma revisdo bibliografica critica e comparativa
acerca dos métodos de criopreservacdo mais aplicados na preservacdo da fertilidade de
pacientes oncoldgicas na atualidade e para sua realizacéo utilizamos dissertacdes e artigos
cientificos publicados entre 2016 a 2021, nos idiomas portugués, inglés e espanhol nas
bases de dados: LILACS (Literatura Latino Americana e do Caribe em Ciéncias Sociais
e da Saude), PubMed, Bireme e ScienceDirect, no portal de revista eletrénica Scielo
(Scientific Electronic Library Online).

3 DESENVOLVIMENTO

A cada ano se aumenta a procura pelos tratamentos de Reproducdo Humana
Assistida (RHA), novos métodos e protocolos tém sido criados e aprimorados,
principalmente aliados as técnicas de criopreservacdo. Este processo de congelamento e
armazenamento de células e tecidos por diferentes técnicas possibilitou a viabilidade

fisioldgica de diferentes tecidos para uso futuro, se mostrando significante para qualquer
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processo de fertilizacdo in vitro (FIV). A aplicacdo da criopreservacdo em
espermatozoides e embrides ja se encontra bem estabelecida em comparagéo aos 00citos,
mais obsoleta devido a maior interferéncia aos estresses fisicos e quimicos que podem
interferir na qualidade da amostra biologica. Por outro lado, interferéncias éticas e
religiosas acabam atrasando maiores desenvolvimentos cientificos a respeito desses
procedimentos (lussing, 2019).

As aplicagdes mais comuns da criopreservagéo séo relacionadas ao adiamento da
gestacdo apos os 30 anos, no qual se tem o declinio da fertilidade de forma natural, no
auxilio do tratamento da infertilidade conjugal e na melhora da perspectiva de pacientes
oncolégicas que passaram por tratamentos quimioterapicos, radioterapia e cirurgias
podem ter efeitos gonadotdxicos que impactam na fertilidade dessas pacientes (Cavagna,
2018; Ter Welle-Butalid, 2019).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), somente em 2020, mais de 316
mil mulheres foram diagnosticadas com cancer no Brasil. No mundo, para o publico
feminino, a maior prevaléncia é do cancer de mama, com aproximadamente 2,3 milhdes
de novos casos nesse mesmo ano. Com isso, a busca por técnicas de RHA se tornam muito
mais frequentes entre essas pacientes, por exemplo. Felizmente, com o diagnéstico
precoce e evolucdo terapéutica houve um aumento da média de sobrevida dessas
pacientes, excedendo 80% apds 5 anos no caso do cancer de mama, por exemplo. Porém
ainda existem complica¢des tardias derivadas de processos cirurgicos, danos teciduais
gerados pelo préprio processo oncolégico ou devido ao tratamento. A terapéutica
oncologica se fundamenta no uso de agentes alquilantes e radiacdo ionizante, e que por
mecanismos ainda ndo bem definidos podem gerar faléncia ovariana precoce em torno de
50% das mulheres. Uma possivel explicacdo é que o dano causado pelas drogas nos
foliculos primordiais geram um feedback hipofisario para gerar um novo pool de
crescimento, mas como a maioria dos foliculos primordiais humanos sdo inativos, a
quimioterapia acaba afetando aqueles capazes de realizar divisdo mitética. Por outro lado,
dados mostram que esses tratamentos nao refletem nas taxas de neoplasias malignas e
malformacdes congénitas em seus descendentes (Bajpai, 2018; Danis et al., 2017; Ter
Welle-Butalid, 2019).

Desse modo, a busca por técnicas de preservacdo da fertilidade em mulheres
acometidas por cancer se torna uma atraente oportunidade de preservar a possibilidade de
planejamento familiar futuro. Atualmente, os métodos mais utilizados sdo a

criopreservacao de odcitos, embriGes e do tecido ovariano na regido cortical, cada um
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deles com suas diferentes particularidades e diferentes protocolos que podem ser melhor
indicados para diferentes quadros em que as pacientes podem se encontrar (Gook, 2019).

Os métodos de criopreservacao de embrides e odcitos ja sdo bem estabelecidos na
RHA, apresentando cerca de 95% de sobrevida. Ambos 0s procedimentos se iniciam com
uma estimulacdo ovariana controlada (EOC) baseada na alta exposicdo a estradiol. No
caso de pacientes oncoldgicas, podem surgir preocupacfes relacionadas ao atraso no
inicio do tratamento quimio ou radioterapico, risco do desenvolvimento de
hiperestimulacdo ovariana, além de possivel interacdo dos componentes usados na
estimulacdo com receptores hormonais que podem estar presentes em alguns canceres.
Contudo, um ponto positivo é que esse inicio pode ser independente do ciclo menstrual
da paciente, ou seja, pode ter inicio imediato e pode ser realizado em torno de 14 dias
apos o inicio da estimulacdo. (Fleury et al., 2018; Cavagna, 2018).

Os protocolos de EOC sdo divididos de acordo com a fase do ciclo da paciente
que € determinado a partir do teste de reserva ovariana, possibilitando a contagem de
foliculos. A partir da contagem, é estabelecido a dose de FSH recombinante ou hMG que
sera administrada. Pacientes em fase folicular, ou seja, sem foliculo dominante, recebem
em torno de 150 a 300 Ul de gonadotrofinas. Pacientes em fase folicular tardia, com a
presenca de um foliculo dominante, tem o tratamento baseado na urgéncia do inicio do
tratamento gonadotdxico, geralmente com 75Ul de gonadotropinas e com concomitante
terapia com inibidor de aromatase (Letrozol), que gera diminuicdo dos niveis de estradiol,
e Tamoxifeno, para desencadear a oocitacdo. JA na Fase Lutea é administrado o
antagonista de gonadotrofina, para prevenir sindrome de hiper estimulacdo ovariana, e
posteriormente se inicia a aplicagdo de FSH e Letrozol. O tratamento dura em torno de 8-
12 dias, possibilitando a aspiracao do foliculo duas semanas apds o inicio da estimulacéo.
Caso seja necessaria uma nova coleta, o protocolo de estimulagéo sera seguido de acordo
com o estabelecido para a fase litea. Apds a aspiracdo, o odcito pode seguir para 0
procedimento de FIV ou ser diretamente criopreservado (Danis, 2017; Cavagna, 2018).

Atualmente, a criopreservacdo do gameta feminino é realizada com a célula em
metafase Il e 0 embrido em sua maior parte nos dias 3 (embrido em estagio de clivagem)
e 5 (blastocisto). No protocolo de criopreservagdo, podem ser utilizados 0s meétodos
congelamento lento, baseado no congelamento do meio que leva a desidratacao da célula
de maneira equilibrada, e vitrificacdo, técnica mais rapida. As duas técnicas usam
crioprotetores ndo permeaveis para reduzir a formacéo de cristais de gelo, a partir da

retirada de agua do citoplasma por osmose (Cavagna, 2013).
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Entretanto, uma problematica relacionada ao congelamento lento é o tempo de
exposicédo a estes crioprotetores devido ao lento processo de desidratagéo, desenvolvido
para evitar o congelamento intracelular, o que exige um grande controle do processo para
evitar efeitos citotoxicos. Isso leva a uma gradual queda na sua utilizacdo nos centros de
RHA. Portanto, quando em comparacéo, a vitrificacdo permite 0 menor risco de dano
celular devido aos protocolos com maior concentrag@o de crioprotetores e utilizacdo de
resfriamentos e aquecimento mais potentes que dificultam a formac&o dos cristais de gelo.
Além disso, estatisticamente, os protocolos de congelamento lento apresentam taxas de
sobrevida celular inferior quando comparada a técnica de vitrificagdo em todas as técnicas
de criopreservagdo. Durante o processo de criopreservacdo de embrides, o blastocisto
passa por trés fases sendo elas: fase liquida, fase de transicdo e fase sélida. Na fase de
transicdo a célula fica mais exposta e por isso mais sensivel a formacéo de cristais de
gelo. Para aumentar a viscosidade das solugfes sdo utilizadas altas concentracdes de
crioprotetores, o que pode induzir a toxicidade celular e danos osmoticos. Com 0s
protocolos adequados esses efeitos sdo controlados através do protocolo e técnica
utilizada (Azambuja, 2017; Rienzi, 2017).

Diferente da criopreservacao de embrides, a criopreservacdo de odcitos permite a
preservacdo da fertilidade independentemente do estado civil em que se encontram,
ampliando o nimero de candidatas a esse procedimento, tanto pelo atraso planejado de
fertilidade quanto por complica¢des médicas. Por outro lado, pode ser uma célula sensivel
as baixas temperaturas e com alto teor de dgua para uma pequena area superficial, o
processo de congelamento do odcito pode ser um desafio. Essa célula possui membrana
e diferencas de permeabilidade que podem torna-la mais sensivel a lesdes devido ao
processo de congelamento, como a liberacdo de granulos corticais que geram
endurecimento. Existe também a preocupacdo com possiveis alteraces no material
genético da célula que se encontra em fusos meidticos durante esse processo, gerando
aneuploidias, uma vez que a formacdo de cristais de gelo pode gerar sua
despolimerizacdo. Essas caracteristicas combinadas podem gerar uma menor taxa de
sobrevivéncia celular quando comparada a criopreservacao de embrides, mas ainda sim é
um procedimento muito bem estabelecido na RHA (Azambuja, 2017; Rienzi, 2017).

A terceira técnica mais aplicada atualmente é a criopreservacdo de tecido
ovariano (CTO), rico em foliculos primordiais e que ja permitiu o nascimento de mais de
inimeros individuos. A partir da técnica de laparoscopia, uma porgéo do cortex ovariano

é dissecado e imerso em criopreservantes para que seja realizado o protocolo da técnica
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de congelamento, geralmente por resfriamento lento em rampa (-0,1 ou -0,3°C/min), com
0 uso de equipamentos especificos que possibilitam a programacdo da velocidade da
reducdo da temperatura, que devera ser especifica para cada tipo de célula e tecido. Nesse
método as concentracdes de crioprotetores sdo mais baixas, com o objetivo de evitar
danos osmoticos e tdxicos em maior proporcao. Contudo, essas concentracdes por serem
mais baixas podem ser insuficientes e com isso, pode haver a formagé&o de cristais de gelo
nas células. Atualmente é seguido o protocolo da técnica de vitrificacdo onde as células
e tecidos sdo colocadas em contato direto com altas concentracdes de crioprotetores e em
seguida ao nitrogénio liquido cerca de -196°C. Essa técnica prioriza evitar a formagéo
de cristais de gelo no interior das células, a partir do congelamento ultrarrapido que
permite que a amostra bioldgica alcance o estado vitreo sem a exposi¢do ao estado
cristalino (Nagy et al., 2019; Rivas, 2019; Ribeiro, 2020; Valojerdi, et al., 2009).

Em estudos realizados e publicados até 0 momento, tem-se observado que apds o
transplante do tecido do cortex ovariano a retomada do desenvolvimento folicular leva-
se em torno de 4 a 6 meses e ocorre em 63.9% dos casos. Além disso, o periodo citado
consiste no necessario para que um foliculo primordial possa se desenvolver totalmente
até a fase de foliculo antral do odcito maduro. A dosagem de hormdnios foliculo-
estimulantes (FSH) durante a fase folicular foram significativamente mais elevados apds
o transplante, pois pode haver um pequeno nimero de sobrevivéncia dos foliculos pré-
antrais nos tecidos transplantados. Apds o transplante, a fungdo ovariana continua por
cerca de 5 anos, esse tempo é relativo e depende do numero de fragmentos transplantados
e do numero de foliculos existentes nos fragmentos criopreservados (Kim et al.,2016;
Rivas 2019).

4 CONCLUSAO

Sabe-se que grande parte do diagnostico de cancer femino ocorre durante a idade
reprodutiva. Conforme os tratamentos oncolédgicos se desenvolvem, ha um positivo
aumento na taxa de sobrevivéncia de mulheres. No entanto, a radiacdo ionizante e agentes
quimioterapicos, usados em grande parte da terapia dessas pacientes possuem
caracteristicas extremamente gonadotoxias que podem induzir a faléncia ovariana
precoce, levando assim, a infertilidade feminina. Com isso, a protecéo e preservacéo da
fertilidade é de muita relevancia quando relacionada ao tratamento oncoldgico e potencial
reprodutivo. Para se estabelecer um comparativo entre as técnicas é necessario analisar

tanto o processo de obtencdo dos tecidos quanto a resposta desses aos métodos de
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congelamento, além disso também é necessario compreender as necessidades especificas

da paciente e de seu tratamento (Quadro 1). (Bajpai, 2018; Rienzi, 2017).

Quadro 1. Comparativos entre os métodos de criopreservagdo de acordo com sua aplicabilidade em

acientes oncoldgicas.
Técnicas Criopreservacéo de Criopreservacéo de Criopreservagdo de tecido
embrides oocitos ovariano
Vantagens -Procedimento menos | -Procedimento menos | -N&o necessita de estimulacéo
invasivo para captacdo do | invasivo para captacdo do | ovariana controlada (EOC).
odcito. odcito. ‘Pode ser realizado em
-Células em maior estagio [ ‘N& necessita da FIV | qualqguer momento do ciclo
de desenvolvimento com | imediata, excluindo | menstrual, sem necessidade de
maior  resisténcia  aos | também a necessidade de | adiar o inicio do tratamento
procedimentos da | espermatozoide (vantagem [ oncoldgico.
criopreservacéo. para pacientes jovens e/ou | -Permite a captacdo de um
‘Melhores resultados p6s | sem parceiros) e gerando | grande pool de foliculos.
descongelamento. melhor custo-beneficio. ‘N&o necessita da FIV
-Melhores taxas de | ‘Menor envolvimento de | imediata, excluindo também a
implantacéo. questdes morais e | necessidade de
religiosas. espermatozoide (vantagem
-Sem envolvimento judicial | para pacientes jovens e/ou sem
caso ocorra separacdo do | parceiros).
casal. ‘Por se tratar de um tecido
apresenta  resisténcia  aos
processos de criopreservacao.
‘A reimplantagéo pode
restaurar a funcdo hormonal.
Desvantagens | -Necessidade de EOC (pode | -Necessidade de EOC (pode | -Procedimento invasivo.
levar ao atraso temporario | levar ao atraso temporéario | -Maior risco para paciente com
do tratamento oncoldgico). | do tratamento oncol6gico). | idade avangada.
-Necessidade de | -Por ser uma célula Unica | -Risco de retransferéncia de
espermatozéide apresenta maior | células cancerigenas durante a
(problematica para | sensibilidade aos processos | reimplantagéo.
pacientes jovens e/ou sem | de criopreservacéo, estando
parceiros). sujeita a alteracGes
morfolégicas e genéticas.

Na maioria dos canceres € possivel iniciar a quimioterapia logo apds o

diagnostico, em excecdo ao cancer de mama. Como a preparac¢ao e a estimulacdo ovariana

requerem entre 2 a 3 semanas ou mais, muitas vezes ndo € vidvel o congelamento de

odcitos ou embrides, uma vez que ndo se tem a possibilidade de adiar o inicio da terapia.

Além do mais, a exposi¢do hormonal que esse protocolo gera, pode ser prejudicial em

casos de tumores sensiveis a hormdnios. Visto isso, a CTO pode ser a melhor saida, uma

vez que descarta a necessidade de EOC, pois 0 processo cirurgico pode ser imediato e

independente de estimulos hormonais (Ribeiro, 2020).

Outras vantagens relacionadas a essa técnica de criopreservacdo de tecido

ovariano sdo: o grande pool de foliculos primordiais obtidos, ndo necessidade de
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espermatozdides e a retirada do tecido para futura reinplantacdo, que possibilita além de
gravidez natural o restabelecimento hormonal. Todavia, 0 procedimento cirirgico para
retirada e transplante do tecido pode ndo ser vidvel dependendo do quadro em que a
paciente se encontra, além de ter o risco de existéncia de células tumorais remanescentes
no tecido criopreservado e do fato de ndo poder ser realizada ap6s os 38 anos. Pacientes
jovens e/ou sem parceiros tendem a descartar a hipétese da criopreservacao de embrides,
uma vez que € necessdrio 0 espermatozoide para o procedimento, optando pela
criopreservacdo do odcito ou tecido ovariano. Existe também a ressalva do custo-
beneficio, uma vez que para esse procedimento também ¢ incluido no protocolo técnicas
de fertilizacdo in vitro. (Ribeiro, 2020).

Outro topico a ser discutido é a resposta tecidual as técnicas de congelamento e
suas respectivas taxas de efetividade. Os gametas femininos sdo células germinativas
extremamente sensiveis as alteracdes de temperatura ocasionadas pelos processos de
congelamento e descongelamento, uma vez que possui grande volume de agua para um
pequeno volume celular que dificulta a desidratacdo de forma segura, DNA em fuso
mitético na placa equatorial exposto a danos por cristais de gelo e membrana pouco
permeavel. 1sso pode refletir em uma menor taxa de sobrevivéncia dessas células, em
torno de 55 a 70% de células viaveis apos o procedimento de congelamento lento e 90 a
95% apds a vitrificagdo. Ja os embrides, por estarem em um estagio mais avancado de
desenvolvimento e serem compostos por um maior nimero celular, apresentam maior
resisténcia a esses procedimentos, apresentando taxas superiores a 90% em relacdo a
sobrevida celular. Outro fator que auxilia na obtencdo de melhores resultados é a
utilizacdo de meios de cultura cada vez mais proximos ao ambiente uterino, gerando
maior sincronicidade entre o blastocisto e o Utero, facilitando a implantacdo e auxiliando
nas taxas de gravidez que se encontram na literatura entre 12 a 65% (Azambuja, 2017;).

Por fim, o tecido ovariano também se mostra resistente as técnicas de
criopreservagao. Estudos apontam uma visivel discrepancia na qualidade tecidual obtida
a partir do congelamento lento e a vitrificagdo, sendo favoraveis a segunda, que mantém
a morfologia tecidual de maneira mais efetiva com taxas de 83,6% contra 80,7% obtidas
com o congelamento lento. Apesar disso, a qualidade do tecido congelado quando
comparado ao fresco é notavelmente menor, oscilando entre 80 a 84%. Mas de toda forma
ainda é considerada uma técnica extremamente promissora (Rivas et al., 2019).

A criopreservacao nessas circunstancias torna entdo possivel a preservacdo da

fertilidade em mulheres ap6s o tratamento oncoldgico e se apresentam com bons
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resultados, atraindo cada vez mais pacientes com esperancas de manter a possibilidade de
gestar futuramente. Todavia, o tipo de procedimento deve ser discutido de acordo com a
gravidade do caso clinico em que a mulher se encontra tanto quanto sua idade e

capacidade fisioldgica, colocando sua saude sempre em primeiro lugar.
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